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Resumen 
Las  plantas  son  organismos  inmóviles  que  habitan  en  ambientes  cambiantes,  por  tanto  han 




ácido acético durante el establecimiento de plántula, y por otro  lado determinación de  la zona de  inserción 
del T‐DNA mediante rescate plasmídico en mutantes previamente identificados en el laboratorio del profesor 
Ramón Serrano. 
En  el primer  apartado del proyecto  se  emplearon  cerca de  11000  líneas mutantes de Arabidopsis 
thaliana de la colección FOX, para ello se realizó un rastreo con aproximadamente 88000 semillas en un medio 
basal  suplementado  con 6 mM de  ácido  acético. En este  rastreo primario  se obtuvieron 132 de mutantes 
tolerantes durante la germinación, que tras dar semillas en el invernadero se volvieron a analizar mediante un 
rastreo secundario confirmándose solamente tres mutantes. 
En cuanto a  la segunda parte del  trabajo, se  intentó  localizar el punto de  inserción del T‐DNA en 4 
líneas mutantes  de  la  colección  de  Somerville  obtenidas  en  el  laboratorio  en  rastreos  previos.  Se  pudo 
identificar  la  zona  de  inserción,  así  como  la  orientación  del  T‐DNA,  en  3  de  ellas mediante  la  técnica  del 
rescate  plasmídico.  Se  determinó  también,  que  tanto  la  cepa  de  E.  coli  XL1‐Blue  MRF´  como  la  cepa 
DH5αpueden ser utilizadas en estos experimentos. 
 Teniendo  en  cuenta  que  el  T‐DNA  tiene  cuatro  copias  del  activador  transcripcional  35S  y  que  el 
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poder  identificar  la  zona  d'inserció,  així  com  l'orientació  del  T‐DNA,  en  3  d'elles mitjançant  la 
tècnica del rescat plasmídic. Es va determinar també, que tant la soca de E. coli XL1‐Blue MRF 'com 
el cep DH5α poden ser utilitzades en aquests experiments.  
            Tenint  en  compte  que  el  T‐DNA  té  quatre  còpies  de  l'activador  transcripcional  35S  i  que 
l'abast  d'aquests  és  d'unes  10000  parells  de  bases,  es  van  determinar  els  possibles  gens  que 
podrien veure involucrats en la resistència a l'estrès àcid intracel ∙ lular en els mutants estudiats. 
 Paraules clau 
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Abstract 
Plants  are  immobile  organisms  that  live  in  changing  environments  therefore  have 
developed mechanisms  to  respond  to  all  kinds of  stresses  including  intracellular  acid  stress. PH 
homeostasis  allows  plant  cells  to  maintain  a  pH  within  a  narrow  range  in  the  different 
compartments, so the pH will be different depending on the location on the ground.  
This  work  is  divided  into  two  parts:  first  identification  of  new  tolerant mutants  during 
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Toca  poner  fin  a  cuatro  años  de  esfuerzo  y  sacrificio,  es  algo  que  veía muy  lejano 
cuando entré a la universidad, pero como se suele decir transcurre en un abrir y cerrar de ojos.  
Tengo que dar las gracias en primer lugar a mis compañeras de clase, que literalmente 


























































































































































Los  recursos  agrícolas  son  la  base  y  el  sustento  de  la  población mundial,  la  cual  se 
encuentra continuamente en crecimiento. Es  lógico pensar que para poder abastecer a  toda  la 
población,  los  cultivos  deben  aumentar  su  producción  y  de  la  misma  manera  disminuir  las 
limitaciones durante el desarrollo de las plantas. 
Entre  los  factores que  limitan de  forma más acentuada  la producción vegetal están  los 
estreses  y  en  concreto  el  estrés  abiótico  es  el más  significativo. Condiciones  como  las  altas o 
bajas temperaturas, la sequía, la salinidad, la contaminación de suelos por metales pesados, etc., 




Las  plantas  son  organismos  inmóviles,  y  por  tanto,  la  imposibilidad  de  movimiento 
cuando  las condiciones del medio no son  las adecuadas,  les obliga a desarrollar mecanismos de 
respuesta frente a todo tipo de estreses: plagas, temperatura, sequía, salinidad, etc. Los efectos 
fisiológicos  como  consecuencia  de  las  diferentes  condiciones  adversas  son  la  generación  de 
estrés osmótico  (Chinnusamy  y  col.,  2004),  la producción  de  estrés oxidativo  (Price  y Hendry, 
1991;  Zhu,  2001),  toxicidad  iónica  (Wyn  y  Pollard,  1983;  Marschner,  1995;  Serrano,  1996; 
Forment y col., 2002), disminución del crecimiento celular, reducción de la evapotranspiración y 
disminución de  la eficiencia  fotosintética  (Munns y Tester, 2008), o  la acidificación  intracelular 
(Katsuhara y col., 1989; Piper y col., 1997; Fernandes y col., 1998). Este último efecto es lo que se 
conoce como “estrés ácido intracelular”. El estrés oxidativo y el estrés ácido intracelular, aunque 
pueden  aparecer  de  forma  primaria,  por  la  aparición  de  oxidantes  y  ácidos  en  el  medio, 
normalmente  son  estreses  secundarios,  generados  dentro  de  células  que  sufren  estreses  de 
temperatura, hídricos, salinos, etc.  
La homeostasis de pH en plantas ha sido poco estudiada y por tanto, se necesita conocer 
en mayor profundidad  los mecanismos que  regulan el pH  intracelular  en  la  célula  vegetal,  así 
como  las  consecuencias  funcionales  de  los  cambios  en  el  pH  citoplasmático.  En  la  planta 
coexisten varios sistemas que se encargan de regular el pH dentro de la célula. 
Relacionado también con el estrés abiótico se encuentra el estrés debido al crecimiento 
en  suelos  con pH  ácido.  En estas  condiciones el  crecimiento está muy  limitado  y por  tanto  la 















La  homeostasis,  concepto  introducido  por  Walter  Cannon,  es  la  tendencia  de  un 
organismo vivo a regular su ambiente  interno para mantener una condición estable y constante 
(Cannon,  1928).  La  célula  empleando  diversos mecanismos mantiene  sus  condiciones  en  un 
rango óptimo  frente  a  los  cambios o  estímulos  externos.  La homeostasis de pH permite  a  las 
células vegetales mantener un valor de pH dentro de un estrecho rango pese a  la tendencia de 
numerosos procesos a  romper dicho equilibrio, como  la  toma y el metabolismo de nutrientes, 
que  implica  la producción o consumo de protones  (H+). Sin embargo el pH no es constante en 
toda  la planta, varía  según el  compartimento  celular: aproximadamente pH 5 en el apoplasto, 
entre 5 y 5,5 en  la vacuola  (adecuado para  la acción de  las hidrolasas ácidas y  los procesos de 

















Por  otra  parte,  el  pH  puede  influir  en  la  actividad  de  las  enzimas,  ya  que  esta  varía 
alrededor de un pH óptimo propio de cada una. El pH puede afectar de esta manera a multitud 
de  procesos  como  la  glucólisis  o  la  síntesis  de  ARN,  ADN  y  proteínas,  procesos  en  los  que 












Existen  dos  tipos  de  transporte  de  solutos  a  través  de  las  membranas  celulares, 





que se  localizan en  las membranas celulares vegetales,  las cuales bombean protones en contra 
de  gradiente  empleando  energía  proveniente  de  la  hidrólisis  del  ATP.  Ello  crea  un  potencial 
electroquímico que servirá de energía para el transporte. 







localizadas y  lentas,  transmiten  información y provocan respuestas a nivel celular  (Felle, 2001).  
Como ejemplos de ello: el papel del pH indicando cambios en la intensidad lumínica (Felle y Bertl, 
1986), en respuesta a estreses  (Mathieu y col., 1996), modificando  la conductividad de algunos 


















Se  distinguen  dos  tipos  de  mecanismos  de  regulación  del  pH  en  la  célula  vegetal: 
mecanismos a corto plazo y mecanismos a largo plazo.  
Corto plazo: Capaces de controlar cambios repentinos de pH. 
• Tampones  citoplasmáticos:  Es  el  sistema más  inmediato de  regulación de pH para 
afrontar  variaciones  en  un  rango  de  entre  6  y  8,  aunque  son  insuficientes  ante 
cambios prolongados. En el citosol existen varios compuestos orgánicos no ionizados 
y sus sales  ionizadas cuya  formación  implica el consumo o producción de protones. 
Los  principales  tampones  son  el  bicarbonato,  compuestos  de  fosfato  y  algunos 
aminoácidos (especialmente el grupo imidazol de la histidina; Smith y Raven, 1979). 
•  Biochemical pH‐stat: Es un  término  introducido por Davies  (1986) por el cual para 
regular  el  pH  citoplasmático  se  realizan  una  serie  de  reacciones  de  carboxilación/ 
descarboxilación. El modelo más aceptado  consiste en  la  síntesis y degradación de 




de  la  carboxilación  del  PEP.  Para  que  esto  se  produzca  el  CO2  debe  hidratarse  y 
formar ácido carbónico (HCO3), un ácido débil que se convierte en carboxilato (ácido 
fuerte) liberando un protón al medio, de esta forma se conseguirá disminuir el pH. El 
OAA  producido  se  transformará  en  malato  por  la  acción  de  la  enzima  malato 


































citoplasma  aumentará  la  actividad  de  estos  transportadores  que  expulsarán  más  protones 
subiendo así el pH del citosol. Gracias a ello, las H+‐ATPasas son un mecanismo muy eficiente con 
el que cuentan  las plantas para mantener  la homeostasis de pH  (Michelet y Boutry, 1995). Sin 
embargo, si el pH sufre una bajada importante tiene que ser contrarrestrado con otro mecanismo 
Figura 1.2. Mecanismo del proceso de Biochemical pH‐stat propuesto por Davis en 1986. Esquema 
general de síntesis y degradación de malato, mediante  la acción coordinada de  la  fosfoenolpiruvato  
carboxilasa y la enzima málica en función del pH. B) Reacción de carboxilación del PEP por la acción de 
la PEP carboxilasa  (1). Reacción de obtención de malato a partir del oxalacetato por  la acción de  la 
Malato  deshidrogenasa  (2).  Reacción  de  descarboxilación  del  malato  para  dar  lugar  a  piruvato 
consumiendo un protón  (3). El protón que acompaña a  la oxido‐reducción del NADH no  se  incluye 
porque  el  estado  redox de  estas  coenzimas  se  regenera metabólicamente. PEP:  Fosfoenolpiruvato; 
OAA: Oxalacetato; Pi: Fosfato. 
1) PEP3‐ +  CO2 OAA2‐ +  Pi2‐ + H+
2) OAA2‐ +  NADH Malato2‐ +  NAD+












Esta  bomba  también  controla  procesos  de  transporte  fundamentales  para  la  planta, 
como  la  toma  de  nutrientes  por  la  raíz  o  la  carga  del  floema  con  azúcares.  Debido  a  la 






diversos  compartimentos  (Zhen  et  al.,  1997).  Localizadas  en  la  vacuola  y  en  las  vesículas  del 
sistema de endomembranas. En este  tipo, el  transporte de H+  se  realiza hacia el  interior de  la 




En  la  célula  vegetal  existen  otros  sistemas  que  transportan  protones  contribuyendo 
también a la regulación del pH en los distintos compartimentos celulares, aunque ésta no sea su 















Como  anteriormente  se  mencionó,  el  pH  citosólico  en  células  vegetales  es  de  7,5 




Figura  1.3. Representación  del 
equilibrio  de  la  forma  protonada  y 
desprotonada  de  un  ácido  débil  en 
función de su pKa y el pH en el que se 






entrar  al  citosol,  probablemente  a  través  de  proteínas  llamadas  porinas.  Allí  se  disociará, 










En  este  trabajo  se  ha  empleado  el  ácido  acético,  del  cual  entre  el  10‐15%  está  en  su 
forma  protonada  permeable  cuando  se  encuentra  en  un  pH  de  5,5  como  el  que  existe  en  el 
apoplasto. Un  porcentaje mayor  de  ácido  accesible  al  citosol  sería  demasiado  tóxico,  ya  que 
además del descenso del pH intracelular se produce la acumulación del anión del ácido. 
El hecho de que estos ácidos débiles causen una acidificación intracelular similar a la que 









mutantes.  Debe  tener  un  tamaño  reducido  para  facilitar  su manejo,  un  ciclo  de  vida  corto, 
descendencia  abundante  y  un mantenimiento  simple  y  económico  en  el  laboratorio.  Por  otro 
lado, es  importante que posea una variabilidad  fenotípica y genotípica, y que  los  fenotipos de 
interés se puedan observar y medir de manera sencilla. 
Arabidopsis  thaliana  (Figura 1.5) es una planta autógama, perteneciente a  la  familia de 
las  brasicáceas  o  crucíferas.  Pese  a  que  carece  de  importancia  agronómica,  muestra  unas 
características  que  hacen  que  sea  el  modelo  vegetal  más  empleado  en  biología  celular  y 
Figura  1.4. Esquema  del modo  de 
























1.4.  ESTRATEGIAS  PARA  LA  IDENTIFICACIÓN DE GENES  INVOLUCRADOS  EN  LA 
TOLERANCIA A ESTRÉS 
  Existen  diferentes  estrategias  para  identificar  los  posibles  genes  involucrados  en  la 
tolerancia al estrés.  
La genética directa consiste en la selección de un individuo de una población que posee 
el  fenotipo  deseado,  y  en  determinar  la  ruta  o  gen  causante  del  fenotipo.  En  este  tipo  de 
estrategias  se  emplean  agentes mutagénicos,  como  el  EMS  (etil metano  sulfonato),  los  rayos 
ultravioleta, los transposones o el T‐DNA que provocan variaciones en el genoma. Esta estrategia 
comienza generando una colección de mutantes, sobre los cuales se realiza un rastreo en busca 
del  fenotipo  de  interés.  Una  vez  seleccionado  el  mutante  se  realiza  un  análisis  genético  y 
funcional para identificar el gen que determina ese fenotipo. 








Los  rastreos  de mutantes  son  una  alternativa  para  asignar  la  función  a  un  gen,  estos 
Figura  1.5. Diferentes  estadios  de 
crecimiento  de  la  planta  modelo 






estudios  han  sido  cruciales  para  consolidar  a A.  thaliana  como  organismo modelo  ya  que  las 






se  pudieron  obtener  también mutantes  deficientes  en  la  síntesis  o  percepción  de  hormonas 






elección de un adecuado  fondo genético;  y  segundo, un procedimiento  simple  y  robusto para 
identificar  los  mutantes  de  interés.  Para  recuperar  mutantes  con  fenotipos  llamativos  es 
preferible un  fondo  silvestre mientras que  si  se quiere detectar  loci  redundantes para un  gen 
identificado, no lo es. Un gen redundante es aquel cuya función puede ser realizada por otro gen 
de  la misma  ruta, y  cuyo papel en un proceso  concreto  solo  se puede  identificar por el doble 
mutante.  Los mutantes que no  llevan de manera  inmediata  a  fenotipos diferenciables usando 




Por  tanto,  para  realizar  un  buen  rastreo  es  fundamental  disponer  de  un  fenotipo 
altamente reproducible y específico. Diversos recursos comerciales como Lehle Seeds, el ABRC, y 
el NASC proporcionan diferentes tipos de semillas mutagenizadas con precios sin ánimo de lucro 
“listas  para  rastreo”,  incluyendo  líneas  obtenidas  mediante  EMS,  radiaciones  ionizantes  o 
inserciones de  T‐DNA o  transposones.  La mayoría  están  generadas  en un número  limitado de 
fondos  genéticos  muy  usados  (como  Columbia,  Wassilewskija  y  Landsberg  erecta),  y  estos 
genotipos  tienen  en  común  una  floración  temprana  que  los  hace  adecuados  para  los 
experimentos de mutagénesis (Koornneef y Meinke, 2010). En este trabajo se ha empleado una 










Posteriormente,  Agrobacterium  tumefaciens  se  transforma  con  dicho  plásmido  y 
mediante el método de  inmersión floral en una suspensión de esta bacteria se transforman  las 
plantas  denominadas  población  T0,  insertándose  el  T‐DNA  en  el  genoma  de  los  óvulos  en 
desarrollo. Tras autofecundarse, se obtienen las semillas de la población T1 las cuales se siembran 
en un medio con el antibiótico apropiado para seleccionar aquellos individuos que contienen el T‐







del  fenotipo obtenido, por  lo que habrá que  comprobar que el  fenotipo  cosegrega  junto al T‐
DNA. 
Este  método  presenta  varias  ventajas,  en  primer  lugar  es  una  técnica  que  permite 
obtener  mutaciones  estables,  la  frecuencia  de  inserción  del  T‐DNA  por  planta  es  baja, 
facilitándose el análisis genético y la obtención de pocas mutaciones no deseadas, es una técnica 













































Anteriormente  se  ha  expuesto  que  el  T‐DNA  se  puede  utilizar  para  la  realización  de 
mutagénesis  insercional.  Estas mutaciones  suelen  ser  de  pérdida  de  función,  recesivas  y  para 
realizar un  rastreo  tienen una  serie de  limitaciones. Por ejemplo,  si existe  redundancia génica 
Figura  1.6.  Diferentes 
posibilidades  de  integración 
de  un  T‐DNA  en  el  genoma 
(A‐D).  Se  muestra  la 
expresión  de  dos  genes 
influenciados  o  no  por  el 
inserto.  El  nivel  de  trascritos 
es proporcional  al  grosor del 
mensajero  y  está  indicado 
por  una  línea  ondulada.  En 
rojo  se muestran  los exones. 
Las  proteínas  se  representan 
con  color  amarillo  o  violeta. 














genes cuya pérdida de  función resulte  letal, por  lo que no sería posible estudiar el mutante en 
dicho gen para determinar su función. 
Para  erradicar  estos  problemas,  se  puede  emplear  otra  técnica  como  la  activación 
transcripcional  que  se  basa  en  la  inserción  de  un  T‐DNA  en  el  genoma  de A.  thaliana  el  cual 




Dependiendo de  la posición de  la  inserción se pueden dar diferentes situaciones (Figura 
1.7). Si se inserta en una región codificante se producirá la disrupción del gen. Si esta mutación es 
recesiva en  la T1 no  se apreciará en el  fenotipo pero  sí en  la T2 en  las  líneas homocigotas que 
adquieren la inserción. Por otra parte si el resultado es una mutación dominante y se produce la 
disrupción de un gen, en este caso el fenotipo se diferenciará en la T1 y ¾ de T2. 

















Figura  1.7.  Diferentes  posibilidades  de  integración  de  un  T‐DNA  con  activación 
transcripcional en el genoma  (A‐C). Se muestra  la expresión de dos genes  influenciados o 




Área de activación 
































Los  objetivos  generales  de  este  Trabajo  Final  de  Grado  (TFG)  son:  obtener  nuevos 
mutantes de Arabidopsis thaliana que sean tolerantes en condiciones de crecimiento con ácido 
acético, así  como  la  identificación de  los posibles genes  responsables de  la  tolerancia a estrés 





1. Aislamiento  de  líneas  transgénicas  de  A.  thaliana  tolerantes  a  ácido  acético, 
durante  la  germinación  y  establecimiento  de  plántula,  a  partir  de  la  colección 
FOX de  plantas transgénicas sobreexpresoras de cDNAs. 
 
2. Identificación  de  la  zona  de  inserción  del  T‐DNA  y  de  los  posibles  genes 





































cDNA  Over‐eXpressing  gene  hunting  system)  y  fueron  generadas  en  el  fondo  genético 
Columbia 0 (Col‐0) por Ichikawa y colaboradores (2006). Esta colección, se distribuye por lotes 
compuestos cada uno de unas mil líneas (8 semillas por línea), y cuando esté finalizada estará 
compuesta  aproximadamente  por  17000  líneas.  En  el  inicio  de  este  TFG  solo  estaban 
generadas unas 11000 que fueron las que se solicitaron (códigos pss10001 al pss10011). 
Algunos de  los componentes principales del vector utilizado en  la generación de esta 


















Figura III.1. Esquema  del  vector  utilizado 











las  sustancias  termolábiles  como  los  antibióticos  (ampicilina  e  higromicina)  o  el  herbicida 





Skoog  (MS; Murashige  y  Skoog,  1962).  Está  compuesto  de  0,4%  (p/v)  de  sales MS  (Sigma‐
Aldrich, M5524), 1% (p/v) de sacarosa, 10 mM de MES (ácido 2‐N‐morfolino etanosulfónico) y 
0,8%  (p/v)  fitoagar  (Duchefa Biochemie).  En  cuanto  al  pH,  este  se  ajustó  a pH  5,7  con  Tris 








La  solución nutritiva  es  la  solución de minerales usada para  regar  las plantas de A. 








Las  semillas  se  alicuotaron  en  tubos  de  1,5 mL  y  se  esterilizaron  superficialmente 
tratándolas en primer  lugar con 1 mL de una  solución de etanol al 70%  (v/v) y Tritón X‐100 
0,1% (v/v) durante 15 minutos. Posteriormente   se eliminó el etanol y se añadió 1 mL de una 












mL  de  medio  por  placa.  Cuando  fue  necesario,  el  medio  se  suplementó  con  la  cantidad 
correspondiente de ácido acético o higromicina. 






7  x 7  x 6,5  cm.  Las macetas  se  rellenaron  con una mezcla de  Sustrato Profesional  (Pelemix 
España  S.L.),  Vermiculita  exfoliada  (Perlindustria  2002)  y  Perlita  Premiun  (Gramoflor),  en 
proporción 2:1:1. 
Una  vez  crecidas  las  plántulas  de  cultivo  in  vitro  se  pasaron  a  tierra,  para  ello  se 
transplantaron a  la mezcla de turba, vermiculita y perlita y se colocaron en el  interior de una 
cámara especializada para el cultivo de A. thaliana con condiciones similares a las de cultivo in 

















medio  de  cultivo.  Las  2000  semillas  de  cada  tubo,  esterilizadas  (ver  apartado  3.1.3.1),  se 
resuspendieron en 0,5 mL de la solución de agarosa, se depositó la solución con las semillas en 
la placa, y se extendieron con ayuda de un asa de plástico estéril, asegurando así un reparto 
homogéneo por  la placa. Tras  la  siembra,  las placas  se colocaron en  la cámara de cultivo  in 
vitro. 
A partir de los 5 días las semillas comenzaron a emerger la radícula y se rescataron los 
posibles  mutantes  putativos  (población  S1),  aquellos  que  presentaron  ambos  cotiledones 
expandidos y verdes, hasta el día 12 como máximo. Estos candidatos se traspasaron a medio 
MS  pH  5,5  para  que  la  raíz  creciera  y  la  plántula  adquiriera  un  tamaño  adecuado,  y 




La  generación  S2  se  analizó mediante  un  rastreo  secundario  con  baja  densidad  de 
semillas (320 semillas por placa cuadrada de 12 x 12 cm) en medio MS pH 5,5 suplementado 






sacaron  de  la  nevera  y  se  pusieron  en  la  cámara  de  cultivo  in  vitro.  Se  tomaron  datos  de 















secundario  presenten  cierto  grado  de  heterocigosis  o  no  presenten  T‐DNA.  Con  el  fin  de 
confirmar  si  los  individuos  seleccionaron  son  resistentes  y  asumir  de  esta manera  que  son 
homocigotos para el T‐DNA se siembraron un total de 160 semillas por placa de cultivo y línea 




3.2.  IDENTIFICACIÓN  DE  LA  ZONA  DE  INSERCIÓN  DEL  T‐DNA  MEDIANTE 




En  este  apartado  del  TFG  se  utilizaron  algunos  de  los  mutantes  confirmados 




Esta colección  (N31100) está  formada aproximadamente por 63000  líneas obtenidas 
por  transformación  del  ecotipo  silvestre  (Columbia,  Col‐2)  con  el  vector  pSK0I15  de  Detlef 
Weigel (Figura 3.2; Weigel y col., 2000).  
Los  principales  componentes  de  este  vector  desde  el  borde  izquierdo  (LB)  hasta  el  borde 
derecho (RB) del T‐DNA son: 
 El  gen  de  resistencia  al  herbicida 




que  contiene  el  gen  bacteriano  de 
resistencia  al  antibiótico  ampicilina. 
Gracias a este plásmido es posible realizar 
la  técnica  de  rescate  plasmídico  para 
localizar  así  donde  se  ha  insertado  el  T‐
DNA en el genoma. 
Figura 3.2.  Esquema  del  vector  pSKI015 
empleado  en  la  generación  de  las  líneas 





(CaMV),  esto  proporciona  la  capacidad  de  aumentar  la  expresión  de  los  genes 
adyacentes a la inserción de T‐DNA desde su caja TATA. 
 
3.2.1.2. Escherichia coli 
En  este  trabajo  final  de  grado  se  utilizaron  dos  cepas  de  E.  coli  para  el  rescate 
plasmídico.  Una  de  ellas  corresponde  a  la  cepa  XL1‐Blue  MRF’,  de  genotipo:  Δ(mcrA)183 
Δ(mcrCB‐hsdSMR‐mrr)173  endA1  supE44  thi‐1  recA1  gyrA96  relA1  lac  [F’  proAB  lacIqZΔM15 
Tn5  (Kanr)], cuyas mutaciones mcrA, mcrB, y mrr  impiden que se digiera el ADN metilado de 
organismos  superiores. La  segunda cepa  fue DH5  (que en principio  si que podría digerir el 



















orbital  a 37ºC  con una  velocidad de  agitación de  entre 200  y 250  rpm, para mantener una 















Durante el proceso de  transformación de E.  coli  (ver  apartados 3.2.3.4  y 3.2.3.5)  se 







lugar,  se  inocularon  2 mL  de  un  cultivo  saturado  de  E.  coli  en  200 mL  de medio  LB  sin 
antibiótico, incubándose a 37oC hasta alcanzar una A600 de 0,8. Las células se centrifugaron en 
frío  a  4000  rpm  durante  10 minutos  para  recogerlas  en  un  precipitado.  Se  realizaron  dos 
lavados  con  agua  estéril  fría  y  uno  con  glicerol  frío  al  10%  (v/v).  Por  último,  las  células  se 
resuspendieron en 0,8 mL de glicerol frío al 10%, distribuyéndose en alícuotas de 100 µL. Tras 
congelarlas en nitrógeno líquido se almacenaron a ‐80oC. 





La  solución  con  los  plásmidos  a  introducir  fue  añadida  a  una  alícuota  de  células 
competentes y la mezcla se depositó en una cubeta de electroporación previamente enfriada 
de  0,1  cm  de  separación  entre  electrodos.  La  electroporación  de  las  células  se  consiguió 
mediante  la  máquina  de  descargas  Gene  Pulser  (Bio‐Rad)  a  200  Ω,  25  µF  y  1,7  kV.  A 






















invernadero  (2 meses de  edad), que  fueron  trituradas en mortero  con nitrógeno  líquido. El 
homogeneizado se transfirió a tubos de centrífuga que se incubaron a 60oC durante una hora 
con 10 mL de tampón de extracción [2% de CTAB, 20 mM de EDTA, 1,4 M de NaCl, 100 mM de 
Tris‐HCl  (pH  8,0),  1%  de  PVP  (Mr  40000)  y  0,2%  β‐mercaptoetanol].  A  continuación,  se 
añadieron 10 mL de cloroformo  isoamílico 24:1  (v/v) y se agitó en vórtex unos 10 segundos, 
después  se  centrifugó  a  4oC  y  5000  rpm  durante  10  minutos.  Más  tarde  se  recogió  el 
sobrenadante y transfirió a nuevos tubos a los que se añadieron otros 10 mL de cloroformo, se 
volvió  a  centrifugar  a 4oC  y 5000  rpm durante 10 minutos  y  se  recogió el  sobrenadante de 
nuevo,  añadiéndole  1 mL  de  CTAB  al  10%  precalentado  a  60oC  e  incubando  la mezcla  a  la 
misma  temperatura durante 10 minutos. Tras este paso se añadieron a cada  tubo 20 mL de 
agua mQ y se incubaron a 4oC al menos durante 1 hora, luego se centrifugaron a 4oC y 12000 
rpm  durante  20  minutos.  Se  eliminó  el  sobrenadante  y  el  precipitado  resultante  se 
resuspendió  en 2,5 mL de TE 1X 1 M de NaCl.  Se  añadió 1 mL de  fenol‐cloroformo‐alcohol 
isoamílico (25:24:1), agitándose en vórtex y centrifugando la mezcla a temperatura ambiente y 











en que una  disolución de un  detergente  aniónico  fuerte  y pH  elevado,  rompe  las  células  y 
desnaturaliza tanto  las proteínas como el ADN cromosómico, y  la subsiguiente centrifugación 
de  la suspensión permite  recuperar el ADN plasmídico en el sobrenadante  (Birnboim y Doly, 
1979). 












Trascurrida  la  incubación  a  37ºC  se  realizó  un  lavado  con  cloroformo  para  eliminar 
proteínas  del  extracto.  A  700  µL  del  extracto  se  añadió  400  µL  de  cloroformo,  se  agitó 
manualmente y se centrifugó a 13000 rpm durante 10 min. Este paso se repitió una segunda 
vez.    Se  recogió  la  fase  superior  acuosa que  contiene  el ADN  y  se  le  añadió  1  volumen de 
isopropanol.  La  mezcla  se  agitó  y  se  mantuvo  en  hielo  10  minutos.  A  continuación,  se 
centrifugó (13000 rpm, 15 minutos) y se  lavó el precipitado, para  la eliminación de sales, con 
500 µL de etanol al 70%, volviendo a centrifugar en las mismas condiciones. 
Por  último  se  dejó  secar  el  precipitado  y  cuando  estuvo  totalmente  seco,  se 
resuspendió en 50 µL de agua MiliQ. 






extracciones  se  realizaron  electroforesis  del ADN,  utilizando  geles  de  agarosa  al  0,8%  (p/v) 
fundida en tampón de electroforesis TBE 0,5X (45 mM de Tris, 45 mM de ácido bórico y 1 mM 
de  EDTA).  La  electroforesis  se  realizó  a  100  voltios.  El  gel  y  el  tampón  de  electroforesis 
contenían  0,05%  (p/v)  de  bromuro  de  etidio  para  la  visualización  del  ADN,  que  se  realizó 
iluminando el gel con luz ultravioleta UV a 254 nm de longitud de onda.  
Con  las muestras se empleó el tampón de carga 6X [40% (p/v) de sacarosa, 0,1 M de 
EDTA  y 0,25%  (p/v) de  azul de bromofenol],  y  los marcadores de peso molecular utilizados 
fueron MassRuler DNA Ladder Mix y λ/HindIII (Fermentas). Además de cuantificar visualmente 














10 μL de tampón de  ligación y se  incubó toda  la noche a 16ºC, con el fin de recircularizar  los 





conferir  la  capacidad  de  crecimiento  y  formación  de  colonias  en medio  suplementado  con 
antibiótico  únicamente  al  ADN  circularizado  que  presente  el  plásmido  pBluescriptKS(+), 




izquierdo  se  obtuvo  la  posición  de  inserción.  Los  cebadores  fueron  el  pSKI15‐193: 
GCCTATAAATACGACGGATCG (con el que se obtiene la secuencia del sitio directo de inserción 
del T‐DNA) o pSKI15‐1796: TAATACGACTCACTATAGGG (mas alejado del LB) (Figura 3.3). El ADN 
para  secuenciar  se  obtuvo  mediante  la  extracción  del  ADN  plasmídico  de  las  colonias 
resistentes según el protocolo descrito en el apartado 3.2.4.2. 

























Figura  3.3.  Representación  esquemática  del  rescate  plasmídico.  A)  Vector  pSKI015.  B)  Región 
genómica que contiene el T‐DNA. C) Vector obtenido tras el rescate plasmídico. En  los dos últimos 
casos se indican los sitios de corte BamHI así como los sitios de unión de los cebadores cercanos al 












































Mediante el empleo de  la genética directa  se pretende  crear un  campo de estudio de 
diferentes mecanismos que intervienen en la homeostasis del pH en plantas.  De  tal  forma,  con 
el propósito de identificar mutantes de A. thaliana  capaces de germinar en condiciones de estrés 




  Para  realizar  un  buen  rastreo  de  los mutantes  capaces  de  germinar  con  estrés  ácido 
intracelular se realizó primero un ensayo con Col‐0 (ecotipo silvestre de las líneas FOX) en el que 
se  sembraron  semillas  en  diferentes  concentraciones  de  ácido  acético  con  el  objetivo  de 
encontrar  la  concentración  idónea.    En  un  primer  experimento  se  utilizaron  las  mismas 
concentraciones que en Muñoz  (2011), pero    los resultados mostraron que  las concentraciones 

























Esta mezcla de  semillas  se esterilizó y  sembró en aproximadamente   40 placas petri, y 
tras un periodo comprendido entre los 5 y 12 días desde la siembra se empezaron a ver mutantes 
putativos  con  cotiledones  expandidos  y  de  una  coloración  verde  (Figura  4.2).  En  total  132 
semillas  fueron capaces de germinar y dar plántulas con cotiledones verdes y expandidos, que 
fueron transplantados a medio MS sin acético para que  las raíces elongaran. Tras 10‐12 días en 













lo  obtenido  por Muñoz  (2011)  para  las  colecciones  de  Somerville  y  Feldmann  (1,74  y  1,28, 
respectivamente), aunque muy superior a los obtenidos por Niñoles (2011) y Vilanova (2011) con 
valores del 0,57 y 0,052, respectivamente. Estos diferentes resultados entre los valores obtenidos 




  Dado  que  nuestro  interés  se  centró  en  la  obtención  de  mutantes  que  presentaran 




Figura  4.2. Mutante  putativo  de  la  colección 








Los  resultados  de  germinación  permitieron  identificar  3  líneas  que  mantuvieron 
nuevamente el fenotipo de tolerancia a ácido acético, aunque el porcentaje de germinación en 
estas condiciones no  llegó a superar el 70% (Figura 4.3). Estas tres  líneas representan un 0,03% 














una siembra en MS con higromicina para comprobar si  las semillas de  las  líneas enviadas eran 
como  cabría  esperar  homocigotas.  Los  resultados mostraron  que  de  un  total  de  116  líneas 
ensayadas  solo eran  resistentes 76,  lo que  supone que en un 34,5% o no  tienen T‐DNA o han 
perdido la tolerancia a higromicina. Para comprobar en qué situación nos encontramos lo que se 
podría hacer  sería  sembrar esas  líneas  sensibles en medio MS y con  sus plántulas  realizar una 
extracción de ADN y una PCR para comprobar si presentan T‐DNA.  
De  las  76  líneas  resistentes  cerca  del  66%  presentaron  una  tolerancia  total  que  nos 
podría indicar que son homocigotas para la inserción del T‐DNA, aunque también se podría dar el 
caso  de  que  tuvieran  3  ó  más  inserciones,  ya  que  en  las  160  semillas  empleadas  en  este 
experimento no se detectó ninguna sensible. 











































En este TFG se han utilizado 4  líneas tolerantes durante  la germinación a   ácido acético 
obtenidas previamente en el laboratorio (Muñoz, 2011), y que posteriormente fueron analizadas 
parcialmente  en  el  Trabajo  Final  de  Carrera  de  Pilar  Oms  (2012).  Estas  líneas  empleadas 
pertenecían a la colección de Somerville y estaban nombradas como PS84, S151, S293 y S787. 
La  técnica del  rescate plamídico  consiste en digerir el ADN  genómico de  los mutantes 
tolerantes  con  una  enzima  de  restricción  (en  nuestro  caso  BamHI)  y  circularizar  todos  los 
fragmentos generados, de esta manera solo pueden transformar y replicarse en E. coli aquellos 
fragmentos  circularizados  que  presenten  el  T‐DNA  (por  poseer  en  él  un  plásmido).  De  esta 
manera. el nuevo plásmido generado  contiene una  región de ADN genómico de  la planta que 
flanquea al T‐DNA siendo así posible su secuenciación empleando unos cebadores específicos del 
T‐DNA.  
Tras  la  extracción  del  ADN  genómico  de  cada  línea  mutante  se  realizó  un  gel  para 
comprobar  la  integridad  de  la  preparación  del  ADN  (Figura  4.4A)  y  se  cuantificó  mediante 
Nanodrop. Se digirieron 2 microgramos de ADN por cada  línea con BamHI y se realizó otro gel 












Dado  que  el  ADN  genómico  de  Arabidopsis  tiene metilaciones  y  por  tanto  una  cepa 
normal de E.coli como DH5α podría detectarlas y degradar los plásmidos del rescate, se debería 
de utilizar la cepa  MRF’ que posee las mutaciones mcrA, mcrB, y mrr que impiden que se digiera 


















las  líneas  mutantes.  B)  Electroforesis  del  ADN 
digerido    con  BamHI.  M,  marcador  λ‐HindIII; 




MRF’ como  la DH5α. Algunas de  las colonias  transformantes elegidas al azar, que presentaron 
resistencia  al medio  selectivo  LB  con  ampicilina,  fueron  cultivadas  en medio  líquido  y  se  les 
extrajo el ADN plasmídico (un mínimo de 10 colonias por línea). Para comprobar si existía más de 
un  tipo  de  plásmido  en  una  colonia  o  si  existían  perfiles  diferentes  de  digestión  (por  ser 
diferentes) los plásmidos extraídos se digirieron con BamHI. 
En  la  Figura  4.5  se  puede  observar  los  plásmidos  extraídos  de  distintas  colonias 
procedentes  del  rescate  plasmídico  de  la  línea  PS84  transformados  en  bacterias  de  las  cepas 
MRF´y DH5α, y como se puede apreciar existen diferencias en cuanto al  tipo de plásmido y en 
cuanto  a  la  cantidad  extraída del mismo.  Tras digerir  con BamHI  se pudo observar diferentes 












Para  la  línea PS84 se mandaron a secuenciar  los plásmidos del rescate pertenecientes a 
las  colonias 66, 67, 75, 80  y 81  con el  cebador pSKI15‐193. Todos  los plásmidos pudieron dar 
secuencias  (excepto  la  colonia 75), que  fueron  comprobadas  con el programa CHROMAS para 
eliminar el inicio y el final donde la secuenciación no es correcta. Tras realizar las comparaciones 




y  las colonias 80 y 81 permitieron  identificar otra zona de  inserción pero que fue diferente a  la 
zona de las colonias 66 y 67. La Figura 4.6 se muestra en un esquema los lugares de inserción del 































































transcripcionales 35S podrían estar  inducidos  respecto  a plantas  silvestres. En  la  Figura 4.6  se 





















Hay que mencionar que  a pesar de que  la  cepa DH5α no  sería  adecuada por  tener  la 































la  rapidez  de  la maquinaria  de  replicación  de  los  plásmidos,  que  sería mas  eficiente  que  la 







de  crecimiento  del meristemo  de  la  raíz,  y  en  la  literatura  solo  se  encuentra  en  listados  de  
perfiles de expresión. Por último el gen At3g02242 vuelve a ser una proteína desconocida y no 
estudiada. 
Teniendo  en  cuenta  las  características  de  los  genes  que  están  cercanos  a  la  zona  de 
inserción no podemos  intuir cuál de ellos podría estar  implicado en  la tolerancia al estrés ácido 
intracelular. 




































































En el caso de  la  línea S151 se mandaron a secuenciar  las colonias 94, 95, 99, 102 y 104 
con los cebadores pSKI‐193 y pSKI‐1796 y en ningún caso se obtuvo ninguna secuencia legible por 
lo  que  no  se  pudo  determinar  la  localización  del  T‐DNA  de  esta  línea  mutante.  El  análisis 
Southern blot en la línea parental S151 nos indica que tiene tres o cuatro bandas,  por otro lado 
cuando  se  comprobó  mediante  cruzamientos  con  el  control  silvestre  las  cuatro  plantas  F2 
analizadas mostraron mediante  χ² que  la  segregación era  típica de una  inserción  (Oms, 2012). 

























plasmídico  de  la  línea  S293,  sin    digerir  (parte  superior)  o  digeridos  con  BamHI 








Teniendo  en  cuenta  la  consideración  del  alcance  del  activador  transcripcional  35S  los 
genes implicados sobreexpresados serían At5g64750,  At5g64760 y At5g64770. El primero de los 
genes  codifica  a ABR1  (del  inglés AP2‐like ABA  repressor  1)  que  está muy  relacionado  con  la 
respuesta  a  diferentes  estreses  abióticos.  Este  gen  es  expresado  en  respuesta  a  ABA,  estrés 
osmótico  y  sequía,  y  las  plantas mutantes  son  hipersensibles  a  estos  estreses  (Pandey  y  col., 
2005). El gen At5g64760 codifica  la subunidad RPN5b de  la subunidad 26S del proteosoma y no 
hay evidencias de que este gen tenga como función la tolerancia a estrés (Book y col., 2009). Por 
último,  el  gen  At5g64770  tiene  relación  con  el  gravitropismo  de  la  raíz  y  la  acumulación  de 
















intracelular,  fue  la  línea  S787.  En  este  caso,  observando  los  diferentes  patrones  de  digestión 






1978 pb 2419 pb 405 pb 1256 pb370 pb 310 pb
925 pb
2614 pb










En  todos  los  casos  se  pudo  obtener  una  secuencia  legible  y  tras  su  tratamiento  se 
determinó que la zona de inserción estaba en la región intergénica entre los genes At2g01470 y 
At2g01480  (para  los plásmidos 143, 154 y 161). En el caso del plásmido 164  toda  la secuencia  
obtenida pertenecía al plásmido pSKI015. En  la secuenciación de este último plásmido, una vez 
que se llegaba al borde izquierdo, y que por tanto a partir de aquí debería aparecer la secuencia 
genómica  de  la  planta,  lo  que  aparecía  era  la  región  del  borde  derecho  (activador  35S).  Este 














Igual  que  ocurre  en  el  caso  anterior  los  análisis  Southern  y  χ²  (  Oms,  2012)  son 
coherentes con haber identificado únicamente una zona de inserción. 




algún  transportador  de  iones  que  de  alguna manera  permitiera  la  tolerancia  a  ácido  acético. 
















































































  Respecto  a  la  primera  parte  del  trabajo  estamos  en  un  momento  muy  inicial  de  la 




los  genes  implicados,  los  experimentos para  conocer porque  proporcionan  tolerancia  a  estrés 
ácido  intracelular podrían ser diferentes en  función de  la naturaleza proteica de cada proteína 
codificada.  
Figura 4.11. Esquema de la zona de inserción de los dos T‐DNAs presentes en la línea mutante S293. 

























DNA  insertado  en  tres  de  las  cuatro  líneas  propuestas.  En  la  línea  S151  a  pesar  de  que 
aparecieron colonias en el rescate plasmídico,  ninguna de ellas permitió obtener una secuencia 
con  la que poder comparar. Seguramente esto se debió a que el T‐DNA  insertado podría estar 
truncado y  faltaban como mínimo  las 1786 bp cercanas al borde  izquierdo. También  se podría 
explicar  si  las colonias obtenidas  fueran  fruto de algún  tipo de contaminación, y por  tanto  sus 
plásmidos,  al  no  ser  el  pSKI015  no  tienen  las  regiones  complementarias  a  los  cebadores 
utilizados. 
Antes de proceder a realizar desde el inicio otro experimento de rescate plasmídico sobre 









cada  lado de  la zona de  inserción para  realizar una PCR con ellos y con un  interno del T‐DNA. 
Asumiendo que la planta mutante tolerante a ácido acético fuera homocigota, al utilizar los dos 
cebadores del genómico no se debería de amplificar ningún tipo de banda. En el caso de utilizar 
un cebador  interno del T‐DNA  (podría  ser pSKI15‐193) con el cebador apropiado del genómico  
debería de aparecer una banda (con una zona del pSKI15 y otra zona del genómico de la planta). 
Una  vez  que  hemos  corroborado  que  la  zona  de  inserción  obtenida  mediante 
secuenciación  es  correcta  y  sobre  plantas mutantes  homocigotas  (identificadas mediante  PCR 
según la estrategia anterior) se debería de realizar ensayos de RT‐PCR para determinar cuál de los 
genes  cercanos  al  T‐DNA  se  encuentran  inducidos.  Debido  a  que  hemos  estado  utilizando 




































1. Se  ha  realizado  un  rastreo  sobre  las  aproximadamente  11000  líneas  transgénicas 
disponibles de la colección FOX. De un total de 90000 semillas rastreadas, se obtuvieron 
132  mutantes  putativos  tolerantes  a  ácido  acético,  aunque  solamente  se  pudieron 
confirmar 3 en el rastrero secundario. 








obtenidas  previamente.  Salvo  en  una  de  ellas  (S151)  esta  técnica  funcionó 
correctamente. 
4. En  la  línea PS84,  la zona de  inserción del T‐DNA estaría en el cromosoma 3 en  la región 
intergénica situada entre los genes At3g02230 y At3g02240. Esta línea presenta una zona 
de  inserción  con  dos  copias  del  T‐DNA  muy  cercanas  entre  si  con  orientaciones 
diferentes. 
5. El  mutante  S293  presentó  un  solo  T‐DNA  situado  entre  los  genes  At5g64760  y 
At5g64770. Debido al alcance del activador transcripcional 35S el mejor candidato para 
explicar  la tolerancia a ácido acético es el gen At5g64750, que codifica ABR1 (del  inglés 
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